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D script! n 

neretcoll., Proc. Nafl. Acad. Sci USAMSalTS « i L- ' 1 '^"^ etsuivantes; J.M. Scho- 

anonnal comme premier rfeidu qui dS;S^'SS; ^'^'^^ ^-^'^^ 

la proline est !mpl.qu?dTrce^iSrTI ^^^^ '>»'os"'"e d6but de 

n^faste . FadminiSr^tion ulJrie^J^deCoinf '"'^^ 

vent constituer una sourTJ^SSmert^efr^^ 

chande plus faiWe ^i^Z^en^J^r^^^: prtxluil de valeur ^r- 
aux inconv6nients Ii6s d leur ernpToi micrH,nganisn,es tout en «m6dL 

det^So^A^^^i^T'r^^^^^^ 

comme rfeidu N-tenninal. Pour ^n^ta .JmtnK ""'^^ 3*n6ralement une methionine 

E.coIi. piusieurs m^thodes peuverS^ enSreT tl^^SZt ? h6t6a,logues exprim^es chez 

t6olytique pendant ouimm/diatemert^D^T^n^n!^^^^^^ 
lytiques ou chimiques jn^^^^^^^^ '^^^ 

CependantlaspsScit^dumfeSrtsme LT^^^^^^ ''^ P"t«nes- 

rtsidussuhrantlam^thioninTrM v^t^ S S^^^ 

(1985) DNA. 4. p.273]. ^ etsuivantes ; H.J. George et coll.. 

pendantou imm^dialS^SleJ^DO^^^ 

m P.177]. Dependant Sme nHZ^n^T^ """^'^"^ Scheckman. Trends Biochem (1985). 
h«6™iogLdlfait^LpSmrdeZs^^^^^^^^ 

teine [J. Tommassen et coll mZT^^A^^l^ f!'*^'"®' P'«^aire de la pro^ 

delaprotiine Parailleu^ic «fl • ^^^^•^.P-^'^^l^*"*^''"^ precipitation intra^oplasmiquetropfapide 
telles'^eSlT'sl^^^^^^^ 

mes de s6cr6tion mis en jeu dars^rSiSS?- ^"^^'^^""'laWement assez diff&ents des m6canis- 
H. Lodlsh. Science (^^f^J!^ •n.cn«,gan.smes tels que les bact&ies gram-n6gatives IN.Wickner et _ _ 

.a p^t^nf^TirjlfSrSLsTa^^^^^^^^ 

I'exdsionsplcffique d-un^stoueS oeSSbl^S™ l""f "^^^ «»nve,sion a p^^^ 
etcontnantlam'ethiScS^e^^^^^^ 

pasnaturellementdertsi<rSrn iS^^^ l^^epossMe 

D.H. Rich et E Gross, ed ReS Chem ^ rJ^^^.? ' Syn^^es^cture^^onction-. 

pa ommure de cyanogfene pennet I exasion de la methionine hWerminal . Cependant ce 
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sequence de la sV^ maJT^^ ' ''^'"'^'^ ^'^''^ ^'"^ 9^"- «=" --is de la 

par la ^^^^^^^"s jCdCSS": " '^^ ^ — - 

ArCONSTR UCnON DU GENE •pseudo-Dit»-SAH- 
1. Prtparation d'ARN messager de foie 

on enrichft la prtpa««on en ARN ntessager par plusieuis cydes de chromatographie tfaffinite sar des 
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coIonnestfoHgo(tfT>ceIlulose,selon la technique d6criteM^ Aviv tP Leder Pi«r m.h a^w o • n.^.. 



2. Synthase de cDNA et donage dans E,coli 
a. Synthase du premier brin 



b. Synthase du deuxifeme brin 

^ L-ADNcsimplebrinestconvertienADNdoublebrinparactiondulTBgment-^^^^^ 

la Soci6t6 New England Blolate S Polymerase I (commercialis6e par exemple par 

g Cionage de TADN douhip hrin 

Cell (1976). 7, p. 279 ^u^aSSln SdL^^- ^^^^ ? ^^"'""^ d6crite par A. Bstradiafis et coll.. 
dans un gid^ent de saS^r<S. SniS^^^^^^ 

unfracttonne.;ntdugSe?a,^o'^^;rS^^^^ 

rencharnen,entde prdesCaS^r.^^ """""^ ""'^"''^ ""^"^"^ 
allongrpSrenn^S^'Ll^^^^^^ ^^"^^ ^' et on 
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Dagert et S.D. Eriich.. Gene (1 979). 6, p. 23 et suivantes. 
^' Rep6rage des clones d'ADNc ftih.im;»^ 
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et suivantes ; R.B. Wallace etcoil.. Nudet^s j^sTS, Tp 879^" ^ ^'""'^'^ ^^^^ 

de 250 w/ml de chlo«mph6niS!l2 S^^^nTi^'.^ p^/Z^^^^ 37"C puis an^Plification en presence 
fides ,««oactlvfe en 5' par Idnation. dans une scJl^SL^^i ^X ^^tT^^V^:" 
spenne de saumon d6natui6 par Ebullition et refroidi ^nM^mrnV I ? '. M/ml ADN de 

kinase. L-hybridation est effecSe l^TrlSSZ^^n^^'^ ""^'"^ '''""gon^cltotide 

par centrifugation en mil Jchioni,B5I^Tu,^bt^u«"J-^^^^^ "'^'"''"''"^ P"^^ 

On s^uence PADN de I'insertion J^te whn^ ""^ technique connue. 

Enzynxrf. (1980). 65, P 4M iSSt^W^m^^^^ GObert. Methods 

tidique et celle de la s6njm-albumine humaine '^"^ ^"veede la sequence nucl6o- 

^' i""nx)ration au grfene de stnictura rf.. n codon d'initfation (figure 3) 

amines n» 1 d 62). On fixe d rexlrtmit6 ^ZuZalT ^ S^"® la s6rum^bumlne (acides 

derenzy.eBal.O^^.^In'S^n'^'^^^^ 

deva^ntrn^S^a^Zr^SrirS^^^ 

"^onSt^Lri^^^-^-^-^'^-^-^^^^ 

pari^e. On digfere les extrti^iS^^tS^c ^ ""f ^ ''"^^ 

p. 623 et suivantes. ' ~«-. ^- J- Biochem. (1 97?). 45. 

3'un°si'^::,Hr""^^^^^^ 

b) On realise la ligation de trois fiagments d-ADN • 
t^rpS^gSeTrS^rra^S^^^^ 

P^atedosidase anhbiobques. rongme de rtplioation et rextr65t6 3' du g6ne de la 

On isole un plasn,ideWffiTn„TS2'^ ''1'®^^'*'"'^ 
humaine avaclSgtetV^^cSd^id^^^ s.nnn.,bun,ine 

f. Constnjctio n du g6ne compfet ffiryiim ^} 
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nant 200 paires de bases. 

On toT ''f ° w" 2!'"'"'^ ^"^ *^9ment contenant 540 paires de bases. 

On ligature les tro« fegmerrts (dans I'onlre lpXL52 EcoRI-SauSA] - rpAA38^au3Al - foSM B^IILP^pm 
■rcSlT? -".P-""""^ ^ntre les sites Sau3A et Bglll. On obfi ^t^^^e^^^^^Z 

etiesitePstlcorrespondantdlajonctiondel'insertionetduplasmidevecteur 
figurifeTI"'^""'''""*'"''*'"'''*''"'"''^''^ 

I^ttp^f I'SS^To "''H?^^ ^""^ ^* P"*®'!"^ P" Wtee (B. Meloiin et coll FEBS 

l££itlon Meloun et coll. Sgrum-albuml.. h.^,...-... 

de la sgquence de "pXL53" 



131 


Gltitamlne 


364 


Hlstidlne 


367 


Tyrosine 


370 


Alanine 


381 


Valine 


464 


Aclde glutamlque 


465 


Hlstidlne 


501 


Glutamlne 



Aclde glutamlque 

Alanine 

Hlstidlne 

Tyrosine 

HSthlonlne 

Hlstidlne 

Aclde glntamlque 

Aclde glutamlque 



3, Construction de s ystemes d'expression de (a m^thionvl^rum-albiimine hum.in. 
a. Utilisation du promoteur "Pl" du bact6riographe lambda 

Leplasmide-pXL61" necontient pas de promoteur 
Bgni'Tsn^IiCt^bl^^^^^ 

sequence nudfioMque est connue(F. Sang JetST^^ mSi^^Vjot""^^' ? 

cIcnjceftagmentetrnodBlersessLdeLrfatto^^^^^^^^ 

r^priseTcrcL^fiSr'? ''^ ""P^^^^ '^^^ ^'"•^•'es de E.co!i portant le gfene 
r6presseur cl. cec. d 6v.ter que ce pnmmteur ne s'exprime de fapon constitutiv . ® 

pPL-lambda (Phamaca P.L B.ochemicals). Llnsertion de ce fragment BamHI dans I steBamSl duX 
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6u^2^ ' ^ ^' ^ ^ et«"vantes) pourobtenir-pUCS-P," dans lequel le site EcoRI est en 5' 
Apartirduplasmide"pPS1"(P.SannlentosetcoIi CelinQM^ ^9 « ioot * • * x 

' Remplacementdu RBS "consensus- r arcelui du qfene cll du bact6riophaoe lambda 

tete.lfp'^lf^i'^^' Plasmide -pPSr. On digfere ce plasmide parNdel eton insure un adao- 

DltST "^^"^ °" ^'^'^^ ^^"^ Ls fonne dT Cent it 

ninuiii-tJamMi du plasmide "pXL73", Dans e nouveau olasmide "dVI fifl- doq «c.* • a x\, , ? 
dl aoit pou 8iir un dragmant tfADN EcoRI-BamHI de 578 palies debases wsnseincaePiKBS 

gene de la p^alactosidase est expnm6 sous oontrtle du systime "Pl-^BS cll" 

eS ne „1S ^ ^^T"/""" ««« BamHI est possible, mais I'excision par BamHI 

en Bgiii ne I est plus ; 11 ne reste done qu'un site BamHI) 

la s^Z^TS^^L' aboufit I. l%,sertion d-un fiagment d'ADN de 700 paires de bases comportant 

amines 1 d 218)^Sne de la p-galactosldase]. 

On coupe ce plasnude par BamHI at Sad (le site Sad est pr6sent dans le g&ne de la BKjalactosidase^ «t 
0^t:^"'JtS'''"'i'' 'T::"^ P-^emment . la'place du fragment ^^e^tSt S^^^^^ 

s^BamHI-RBS "consensus"- srte Ncol - ATG - gfene partial de la s6nmvalbumine -gfine de la p^alactosi- 
On digfeiB le plasmide "pXLSr par BamHI et partiellement par Ncol en ne consid6rant que le site Ncol 

m^^h^^n^rr^ J^Ju"^ ^ '^'^^ 'consensus" et. d'autre part, 

met en phase un ATG du RBS dl avec la sequence de la s6nim^bumine. 

de lii^Jf' ''i^J'*^ ■'^^^^ "^"'^ EcoRW>,-RBS dl-ATG^6ne partiel 

de la senjnvalbumine-g6ne de la ^^actosidas ". =H«uei 

Ptpi.i.-t^n'^t**^^!.'*™"^''"'™""* Poss6dai.t un site Pvull. on dlg^re le plasmide "pXHae" par EcoRI 
?Sd^'S^"^'^rn '^k'^' '-esquiestins.r.en.relessitesEcoRletPvullduplasmide 
5^.? P^f™*"*- O" ainsi le plasmide "pXL139" qui porte la structure "P.-RBS dl-g6ne 

2n"?s'"=2'^::^r^^^^^^^ ^^-'^ 

Oncoupel Plasmide"pXL139"d6cntpr6c6demmentausiteuniqueSall.entrelepmmoteurPLetleRBS 
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4. Construction d'un olasmid e d'expression pourla •pseudo-onvSAH' 

t6e parce nouveau bacteriophage etlesuma2!ntrfS„!«.?^^ «stinfe«> 
ticulesphagiquescontenant^SfanpteS^^^^ 

sequence comprise en^e^s^r^ZZTa^^i^t^ oligonucleotide pemettant de supprimer ,a 
rnethodesdecntes.parexempt^r;?"dl^^^^^^^^^ 

.es^ue„.gee„Jat?rsXr:i^^ 

est ensuite eflfectu6e. Un veo- 

etunepartiedel-ADNcci^^^Has^S'^^^^^^^ 

•rophortee en gel d'agarose et 6lectroeiutlo^ Sment df^'SL . ^ ""'^^ ^^'^ 

et le site d'accrochage sur le ribosome fRBS^ m«i Sn n ^ '^^^ contenant le promoteur 

•PXL324- paries e^ymes EcSSTN^efp^aelr^^^ 

fragment Ndel-Pvull dV200 paires de bat^lnSfrSf t2 6lectro6lution. Un 

la fbm,e rMicative du bacte^op^; M^^mrf j. JS ^^"J J^"'" ^ P"'^^ * P^'"' 

reaction de ligation ^ tmis parten^Vete ^e^2 7!^f -""f g^nfise iinflgo d6crite cWessus. Une 
Le plasmide .pXL462- a SnSittSta^'^chl Si w •pXL462-(f«ure 7). 

de la souche E103S (L SIMON Waksman InsfihX. w S \? . Par bansfomiaboa Cette souche est deriv^e 

NJ..USA) par transLrnltfeXSeTF^S^^^^^ 

vantes). Ce Plasmide est compatible LSL^2^^rt?iI^' P'^^ 

un r6presseurthem,osensible du proiVp LtS^l^t '^^^ 

La souche obtenue porte le numerG^M ""^^"^ 38.S-C. 

mentdS^c^SiliSnr^^^ 

type de celle decrite cWess.; (vorfigu^ nTt!^ T "9^" ^ P^'»«"^'«« 1" 

.acterien...seu.lecasdu^ZX2^^.^^^^^^^^ 

B. PRODUCTION DE cll-SAH PAR VQ|E MICROBIOLOBIQUF 



1. Culture et Induction 



dansl^SSr T^S^:^^^^£^^ZTJ^'" t r P'*-"-^ -»<'a"^ 100 Ibis 
..-attei.i.oiac.tureestaC:i?,1^S^ 
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2. Sonication, rtojp^ration de la cll-SAH 

lav^pardu PBS ets^ch^e sous vlde1^?y„2:.^S 

3. D^naturation, reduction et renaturatton 

du sumageant est effectu^e ds^^^^S^J 1 est&mn6 parcentrifugation. Une dflution au 1/100 

S "cut-or de 30.000 da^fol • wr™^« ° h,t ^ ?^^^ ^^^"^ P^^^^^^raHcn (membrane 

30). de nouveau ^^^;^^^^^" "'J^ ""'^ d'ultrafntration S usage unique M llipore CS- 

par ..ecrophc^se sur gS de p^Ja^lTsor™' ' "'"^ "'^''^ 



15 
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4. Conversion de la cIl-SAH en SAH mah,rp 



30 



une concentration, par exempTe deT^^^^^^ ''^ <="-SAH est trait^e a 

et 1/1000 (rapportique ^la S/ljjTsJxZ^^ "o minr d'' ""T' ""^^ '"^ 
nM pH 7.5. 50 fiM CaClj. "^"^ *^P0" Phospliate (Na) 50 



5. Vacation de la coupurw 
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^^te^ninal. ia Migration ^^^Z^^eZlim^Z^^^ ''^'^'^''^ 
native. Surlafigure4 on Deutvoirnu..i» csau . . T ® ^"^'^ 9®' de la SAH 

sinedans.agJLe'^^roI^SorulST'S^^ 

en une motecule qui OHTiigre avec la SAH , ^* convertie par I'actlon de la trypsine 

par la tiypsine a L ^^^^^^T^'^^' ^ N-temiinale de cette protSine modifi^e 

.^.;...^POSs.er?c«easp^r^^^^^ 

dem^rsi!S:.1^-.^^^^^ au nom de la 

iS-nohyd«.ase)7e IS faTAUZre ' " ° '"''^^^ ^'^''^ ^"^"^ ^ = P^"'°>«- 

L'pvhTmjfl mJ^- ■ ^ "^^^ fijsionn6s avec le g^ne de structure de la SAH 
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Acids Res.. 1985. n p^T^^a^T"^^: "f^l^ "^^'^^ ''^^^ P" BARTER et col... Nud. 
W64rcontenantlesLquen^ijam-p^;!S^^ analogues au plasmide 

prot^ines hybrides PAM1-SAH. Pmi^^^mSkZT, \ P"<luisant respectivement les 

une absort,ance de 1 S 610 nm en op^ranTdan^tifto^^^ de 5 d 1 0 mg/1 de milieu pour 

EP 86400618.4 (200590) ^ ^"^"^ "^^ande de brevet europVen 

typsine dans les conditions d6crites prtcfidenTenr ^ concentration optimiste de 

f^eM^": ''^'"'"''"'^ ■^'^''^ «^^P0s6s au CBS . Baa. (Pays-Bas, le 3 

«ri°iir""^ ^ ' (-Che G-2083) sous .e 

^un^^S^^^^^^^^^^ ^ ^ ""•^-nt le p,asn,lde pXL 740 (souche G.2146) sous le 

nu^nli^'cri^^^^^^^^^^^ ^ ' PX"- 741 (souche G-2147 sous le 



Revendications 
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trypsine.fusicnn.eaveclas6c,uenrptMa:^^^^^^ ^ ""P"-* Paria 

souche d-E-cofi capable d'assurer le maintien rfu„ nfJl^ culture d'une 

pour ladite-^i^ine hybride^^^t l^Sonit <?„^f " ""cl^otidique codant 

- dans une deuxi6me 6taD^ oTc^Z^^! ^1 . ""^^ """" P™"*^"^ bact^rien inducfiWe. 

renatur.eetsolul^nS;„T„r:S?e^^^^ ^ - -""'^-'e 

d^st^cturessecondaireetterSairflfcr^^^^^^^^^ 

en:s:;re'^ra-^^^^^^^^^ 

miere codons du gfene de l^lSe ^dl?/.? . ., ^^"^ "^'^^riophage lambda et les s« pre- 

3.Lep,asmld^pXL^^?;^T:^,e^^^^^^ 
Pl. le site de fixation des ribosomes du afene cli mSn^M^ caract6ns6 en ce qu'il contientie promoteur 

d'initiatlonATGetlessbcpreS^iSonsll^^^^^ 

humainemature. ^°"''*"9*"""^'*''0""^aveclegfenedestmcturedelas6nmvalbumine 

amidase et les six premiers coSordrgie 3^ a 1^^^^^^^^^ '^'^"^ 9*"^ P*"«"- 

la s6rum^bumine humaine mature ^ ^"^^^ ^^'"""^ S^ne de stiucture de 

5. Le plasmide ■pXL740- d^posg sous le num6ro CBS iasj»t x • x 
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humaine mature. 



6 Le plasmide "pXL74r d6pos6 sous le nuin6io 146-87 caract6rfe6 en ce qu'il contient le promot ur Ptm 
su|V,dup«,moeurdeIap6„MneamidaseJesitedefixattondesri^^^^ 

P^pMe Met^ys-Ly*:Ar9^.ys-Arg fus.onn6s avec le gfene de structure de la s6rum-albumlne humaine 
rrf. ^^f'i n"^i"* hybride comprenant une extension peptidique N-tenninale hydrophile de 5 & 8 acides ami- 

larii^i^r"^''™'"''^^^^ 



d^ am.n6s de la prottme ell de l«ct6rk,phage lamtxia. (Mety-Val^AIa-Asn-Lys-Arp. fustonTrec la 

^^ZZTT " f ^""^.'""'"'"^ •o^'»"'e'le est obtenue'paV^iltun-ure srch 

d-E^ capable d'assurer le maintien du plasmlde -pXL462' d6fini dans la revendication 3 

• 1 ^ '3 revendication 7 comprenant & I'extrtmitfi N^emiinale les six premiers acides 

armn^s de la p6nicilline amidase. Met-Lys^n^n-Arg. fusionn^s avecia sequence pepLTq^e ,a 

rum^lbumme humame maturejorsqu-elle est obtenue par culture d'unesouohe d-E-Coli capable rf^^^ 
maintien du plasmide "pXI^r d«fini dans la revendication 4. 

10 la prot^ine hybride selon la revendication 7 comprenant^ I'extrtmitg N-terminale les six premiers aci- 

des li^^TT J' ^ comprenant i I'extr^mit^ N-tem,inale les six premiers aci- 

des am.n6s d une p6n,a l,ne amidase modif?6e parmutagSntee dirig6e, Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg. fusionnte 
Tc:^ ?^ "^Tr " ^""^^"'"'"'ne humaine mature, loisqu'elle est obtenue"^ cJilture c?un1 
souche dEwh capable d'assurerle maintien du plasmide •pXL741" d6fini dans la revendication 6 



Claims 



1. ProMss for the preparation of mature human serum albumin, characterised in that 

mg fte conservatK,n of a plasmid containing the nucleotide sequence coding forihiTald hybrid prote^ 
whose expression is controlled by an Inducible bacterial promoter, yorio protein. 

K.^^,"*^ ?f "'^ denatured and Insoluble molecule thus obtained is converted into a renahired and 

sdubtemoleailebyusingadenaturing and renaturing method pemiittingareairangem 
and tertiary structures of the polypeptide chain, and 

-in a thW stage this hybrid protein is converted by trypsin into a protein identical in primary structure to 
mature human serum albumin. f / = »' 

sinn^Z'^TJ^"^!^^?^^ ^' '*«'3<^ed in that the codons coding for the IvWemiinal peptide exten- 
*rn!^^i. -^^ """"^ ""^^ '^'""^ bacteriophage cll gene and the first six codons of 

the penicillin amidase gene, optionally transformed by directed mutagenesis 

nvrf«; "Pj^f 2- deposited undernumberCBS 143^7. characterised in that it contains the P, pro- 
S^^^^^r^h S '""fli"" ''"P"^^ transcription teoninafon signal, the ATG 

nm^^^f^^'lii'^!^^'' t'^'^?*' """^^ Characterised in that it contains the Ptrp 

P^terWIowed by the pen«:fllm amidase promoter, the ribosome binding site of the penicillin amidase gene 

s^alS^S;^ ^"^ ""^'^^^ 

crJa^^f^^i'^!^'^^-'^^°"^ undernumberCBS 145-87. charect rised in that It contains the Ptrp 
fiS 1?^ the penicfl in amidase promoter, th ribosome binding site of the penicillin amidase gene 
and* first sa codons ofapenffiiBin amidase gen modified by directed mutagenesis coding forth M t-Lys- 
Asn-^ys^ poiypeptde fused vrith the sljuctural gene of mature human seriim albumin 

n^!r^^1.''^'^.Z " ^^'^ """^ ""'""^^ characterised in that it contains the Ptrp pro- 

moter followed by the penicfllin amidase promoter, the ribosome binding site of the penicOlin amidase gene and 

11 



EP 0 236 210 B1 

the first six codons of a penicillin amidase gene modified by directed mutagenesis coding for the Met-Lys-Lys- 
Arg-Lys-Arg polyp ptide fused with th structural gene of mature human serum altnjmin. 

7. The hybrid protein comprising a hydrophilic N-tenminal peptide extension containing 5 to 8, and prefer- 
ably 6 to 7, amino adds, terminated by a site for cutting with trypsin, which is fused with the peptide sequence 

5 of mature human serum albumin, when it rs produced by culture of a strain of E.coli according to Claim 1. 

8. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-temilnal end the first seven amino acids 
. of the lambda bacteriophage oil protein. (Met)-Val-Arg-Ala-Asn-Lys-Arg, which are fused with the peptide sequ- 
ence of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of Exoli capable of ensuring 
the conservation of the plasmid "pXL482' defined in Claim 3. 

10 9. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-termlnal end the first six amino acids of 
penicillin amidase, Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg, lused with the peptide sequence of mature hunrian serum albu- 
min, when it is produced by culture of a strain of Exoli capable of ensuring the conservation of the plasmid 
"pXL64r defined in Qaim 4. 

1 0. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-terminal end the first six N-temiinal amino 
15 acids of a penicillin amidase modified by directed mutagenesis, Met-Lys-Asn-Aig-Lys-Arg, fused to the peptide 

sequence of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of E.coii capable of ensur- 
ing the conservation of the plasmid 'pXL740" defined in Claim 5. 

11. The hybrid protein according to Claim 7, comprising at the N-temninal end the first six amino acids of 
a penicillin amidase modified t>y directed mutagenesis, Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg, fused with the peptide sequ- 

20 ence of mature human serum albumin, when it is produced by culture of a strain of E.coii capable of ensuring 
the conservation of the plasmid 'pXL741" defined in Claim 6. 
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1 . Verfehren zur Herstellung von reifem nnenschlichem Serunvalbumin, dadurch gekennzelchnet, daB man 

- in einer ersten Shjfe ein Hybridprotein herstetlt, das eine hydrophne N-endstandige Peptidveiiangerung 
von 5 bis 8, vorzugsweise 6 bis 7 Aminosauren, abgeschlossen durch eine Trypsinschntttstelle, fusioniert 
mit der Peptidsequenz des reifen menschlichen Serumalbumins, herstellt durch Zuchtung eines Stammes 

30 von E.coli, der den Bestand eines Plasmids zu gewahrieisten vemiag, das die fur das Hybridprotein. des- 
sen Expression durch einen induziert^aren bakteriellen Promoter regelbar ist. codierende Nukleotidse- 
quenz enthalt, 

- in einer zweiten Stufe das so erhaltene denaturierte und unldsllche Molekul in ein renaturiertes und Ids- 
liches Molekul umwandelt, indem man eine Denaturierungs- und Renaturiemngs-methode anwendet. die 

35 eine Umlagerung sekundarer und tertiarer Strukturen der Polypeptidkette ermdglicht, und 

- in einer dritten Stufe dieses Hybridprotein mit Trypsin in ein Protein umwandelt, das in der Primarstruktur 
dem reifen menschlichen Serumalbumin identisch ist 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da& die die N-endstandige Peptidveriangerung 
codierenden Codons aus gewahlt sind aus den sieben ersten Codons des Gens cll des Bakteriophagen 

40 Lambda und den sechs ersten Codons des Gens von Penicillinamidase, gegebenenfalls transformiert durch 
gertchtete Mutagenese. 

3. Plasmid "pXL462'. hinteriegt unter der Nummer CBS 143-87, dadurch gekennzeichnet, da& es den Pro- 
motor P^, die Bindestelle der Ribosomen des Gens dl, at)geschlossen durch das Transkriptionstenminations- 
stgnal tRI , das Startcodon ATG und die sechs ersten Codons des Gens dl, fusioniert mit dem Strukturgen des 

45 reifen menschlichen Serumalbumins, enthalt 

4. Plasmid "pXL641", hinteriegt unter der Nummer CBS 144-87, dadurch gekennzeichnet, da& es den Pro- 
motor Ptrp, gefolgt vom Promotor der Penk^Olinamidase, die Bindestelle der Ribosomen des Gens der Penidl- 
linamidase und die sechs ersten Codons des Gens der PentcOlinamidase, fusioniert mit dem Strukturgen des 
reifen menschlichen Serumalbumins, enthalt 

50 5. Plasmid "pXL740\ hinteriegt unter der Nummer CBS 145-87, dadurch gekennzeichnet da& eaden Euh. _ 
motor Ptrp, gefolgt vom Promotor der PenicOlinamkiase, die Bindestelle der Ribosomen des Gens der Penidl- 
linamidase und die sechs ersten Codons des Gens der durch gerichtete Mutagenese modifiziert n 
PenicDlinamidase. die fur das Polypeptid Met-Lys-Asn-Arg-Ly&Arg codieren, fustoniert mit dem Strukturgen 
des reifen menschlichen Serunnalbumins, enthalt 

55 6. Plasmid "pXL741 hinteriegt unter der Nunruner CBS 1 46-87, dadurch gekennzeichnet daR es den Pro- 
motor Ptrp, gefolgt vom Pronrotro der Penicaiinamklase, die Bindestell der Ribosonr^n des Gens der Penidl- 
linamidase und die sechs ersten Codons eines Gens der durdi gerichtete Mutagenese modifizi rten 
PenicDlinamidase, die fur das Polypeptid Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg codteren, fusioniert mit dem Strukturgen 
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des reifen menschlichen Semmalbumins, enthalt 

7. Hybridprotein, umfassend in hydrophae N-endstandig Peptidveriangeaing v n 5 bis 8, vontugsweise 
6 bis 7 Aminosauren, abgeschtossen durch erne Trypsinschnittstelle, fusioniert mit der Peptids quenz rerf n 
menschlichen Serum-albumins, erhalten durch Zuchtung eines Stammes von E.c li nach Anspmch 1. 
5 8. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-endstandigen Ende die sieben ersten Aminosaur n 

des Proteins cll des Bakteriophagen Lambda. (Met)-Val-Arg-Ala-Asn-Lys-Arg, fusioniert mit der Peptidsequenz 
des reifen menschlichen Serumalbumins, erhalten durch Zuchtung eines Stammes von E.coli. der den Bestand 
des im Anspruch 3 definierten Plasmids 'pXL462* zu gewahrleisten vermag. 

9. Hybridprotein nach Anspruch 7, umlassend am N-endstandigen Ende die sechs ersten Aminosauren 
10 der PenicHlinamidase. Met-Lys-Asn-Arg-Asn-Arg, fiistoniert mrt der Peptidsequenz des reifen menschlichen 

Serumalbumins, erhalten durch Zuchtung eines Stammes von E.coli, der den Bestand des Im Anspruch 4 defi- 
nierten Plasmids ''pXL641' zu gewahrieisten vermag. 

10. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-endstandigen Ende die sechs ersten Aminosauren 
der durch gerichtete Mutagenese modifizierten Penicillinamidase, Met-Lys-Asn-Arg-Lys-Arg, fiisioniert mit der 

15 Peptidsequenz des rerfen menschlichen Serumalbumins, erhalten durch Zuchtung eines Stammes von E.coli, 
der den Bestand des im Anspruch 5 definierten Plasmids "pXL740" zu gewahrleisten venmag. 

11. Hybridprotein nach Anspruch 7, umfassend am N-enstandigen Ende die sechs ersten Aminosauren 
der durch gerichtete Mutagenese modifizierten Penicillinamidase, Met-Lys-Lys-Arg-Lys-Arg, fusioniert mit der 
Peptidsequenz des reifen menschlichen Serumalbumins, erhalten duch Zuchtung eines Stammes von E.coli, 

20 der den Bestand des im Anspruch 6 definierten Plasmids ''pXL741'' zu gewahrleisten vemriag. 
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STUCTURE DE LA "PREPRO-SAH" 



FIGURE I 
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Figure 2 
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Figure 3 
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FIGURE 3 
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Figure 4 (suite) 
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Figure 5 
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Figure 5 (suite) 
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Figure 5 (suite) 
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Figure 5 (suite) 
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^' Oligonucleotide Codant ocur les 6 



o premiers ccdons du gene cH 



MetVal Arg Ala Asn Lys Arg 

5--AGCTTCATATGGTTCSTSCAAACAAACSCG-3- 

3 -AGTATACCAAGCACSTTT■5TTTGCGCAGCT-5• 



B. OligonuclSoClde utilise poor la Mutagenese par delecion. 



5*-TCGTGCAAACAAACGCGCATSCACACAAGA6T-3- 
« ■ » 1 

cll SAH 



OtIGCNUCLZOTIDES S'SSTHETIQUES 
EMPLOYES DANS Li COHSTXUCTIOR DE 
Ik cXI-SAH 



Figure 6 
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Hindlli 




PLASMIDE D* EXPRESSION "PSEUDO-PRO-SAH" 



Figure 7 
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^bedefghijkl 
» ' » » '» ' ' til II I 




a 2 £ : SAE cosmerelale (slgma) 

g a 1 : ell-SAH d'origine nicroaiologiqu* ("paeudo-pro-SAH) 



* f g : pas de crTpsia* 
b , h : 0,1 pg/tal trypslne 
c , 1 : 0,2 yg/al crTpslnc 
0,4 yg/al crTpsine 
0,8 yg/al crTpaine 
l»6 yg/ttl trypaine 
[SAHl Img/ml, 1 heure d'lacubaclon J 37*C, 
analyse : gel de polyacrjlamlde 10 I aon dSnacuranc. 



f . 1 



Conversion de la cII-SAH «n SAS mature 



Figure 8 
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on 



Ecoftl ^P, ' 



Pept5igftal RAM 
Pvull 




Httdlil 



Plasmide d» expression de la fusion "Peptide signal PAM-SAH" 



EcoRI 



. GflOTTCCCTgrTGftCflHl IHH ia <iLXiHHLMflGTTffCTflGTItt GC^ ibbCim^gT 
ProMtetr TryptophOM 



Hindi 1 1 



iJ:"l■l*^lt^nli-«lJal«!;;l■l►^•lILa■^;llL•^;.►•^lr>>J 



PromoimjT m\ Sita^cte fixation 



flTG MR #WT flOft fWrr CGT flfTG flTC CT6 fVC TGT GTT ACT GCT TCC CTG 
Itat Lys Asn ftsn Brg ftet I !• Uq| Asn UqI TIv^ Rio Sw' Lmj 

« smtfLM/ncm sigrwl lo Pflh,.. 

< sic^jsnn dilitM pour canstrtiirv 

flTC TOT TflfT TGGnKTTOCCTGCACTGGCTGnTOCacaC IW 
rWt.T^r^ Trp Lmj Pro RIa Lmi Ma Rsp RIa His M|«-.. 

JW, «fiU 



sequence des signaux d 'expression et du d«)ut de la fusion 
"Peptide signal PAM-SAH" de pXL288. 



Figure 9 
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A. SEQUENCES DES ACIDES AMINES DES OIFFERENTS SEGMENTS "PSEUDO-PRO" 
Cil-SAH: 



PAIil: 



MET YAL ARQ ALA ASN LYS ARO-ASP 

Aie en COT 8CA aac aaa cec qat.. 

aalSAH 



MET LYS ASN AR6 ASN AR6-ASP 
ATG AAA AAT AGA AAT CGT WS. 



PAM2: 



MET LYS ASN ARQ LYS ARO-ASP 
ATG AAA AAT AQA AAA C8T QAl. 



PAM3: 



MET LYS LYS AR3 LYS ARO-ASP 
ATO AAA AAA AQA AAA C8T OAT.. 



B. MODIFICATIONS EFFECTUEES SUR PAMl 



PAM3 
PAM2 
PAMl 



LYS 



LYS) 

t > 
LYS) 

MET LYS ASN AR3ASN ARO ASP 
ATG AAA AAT AQA AAT COT QAT.... 

A) modificatlona effectuees 
|)par mutagenese dirigee 
A)per oligonucleotide 



Figure 10 
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A. OLIGONUaEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGE^ESE PAR DELETION POUR 
CONSTRUIRE RAMI - SAH (pXL641) 

5- -ATGAAAAATA6AAATC6TJSATGCACACAAGA6TG- 3- 
PAM SAH 



B. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR 
CONSTRUIRE PAH2 - SAH (pXL740) 

5'CAATGAAAAATAGAAAACGT6ATGCACACAAGAGT-3* 

nucleotide modif ie 



C. OLIGONUCLEOTIDE UTILISE POUR LA MUTAGENESE DIRIGEE POUR 
CONSTRUIRE PAM3 - SAH (p^74I) 

5*AGGATACAAT6AAAAAAA6AAAACGTGATGCACACAAGAGT-T 

nucleotides modifies 



Figure 11 
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